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TERMO DE ACEITE

Este documento formaliza a prestagdo de servicos entre o solicitante e um
espaco tecnologico de uma das Plataformas da Rede de Plataforma Tecnoldgica
Fiocruz- RPT.

As analises realizadas pela Plataforma sé podem ser utilizadas para
Pesquisa.

Os resultados obtidos pertencem ao usuario. Entretanto, fotos, logos e imagens
da Fiocruz ou de qualquer um dos seus Institutos, ndo podem ser utilizados para
fins de divulgacdo sem autorizacéo formal prévia da Instituic&o.

A Rede de Plataformas Fiocruz nao disponibilizara dados de amostras, analises
ou informacdes de pesquisas realizadas em suas Plataformas para terceiros,
assegurando o sigilo entre os usuarios e a Rede.

1 - CONDICAO PREVIA
O usuério deve ter o cadastro do grupo de pesquisa aprovado pelo Sistema da

Rede de Plataformas Tecnologicas Fiocruz, disponivel em
http://plataformas.fiocruz.br/.

2 - SERVICO
2.1. Local:
O servico sera realizado mediante utilizacdo do Espaco Tecnoldgico da

Plataforma de Sequenciamento de DNA - RPTO01B - localizado no Instituto
Goncalo Moniz — Fiocruz Bahia.



2.2. Codigo e nome do servigo

P01-005C: Leitura de reagOes em tubos ou placas prontas
2.3. Condicdes de aceitacdo e recebimento das amost ras (retirado de
VDP.18.004_IT_Condicdes de Aceitacdo das Amostra)

2.3.1. SO serdo aceitas amostras ap0s o agendamento prévio junto a RPT no
site: http://plataformas.fiocruz.br/.

2.3.2. PARA SEQUENCIAMENTO DE DNA

a) PRODUTO DE PCR. Certificar-se que o amplicon possui banda unica. Nao é
possivel sequenciar produtos com bandas inespecificas. Purificar e quantificar
as amostras. Amostras com concentracéo inferior a 30ng/ul ndo serdo aceitas
para processamento. Caso 0 usuario ndo possa quantificar as amostras, a
plataforma ir4 fazé-lo por amostragem e ndo processara amostras que nao
estejam com a concentragcdo minima exigida.

b) PRODUTO DE CLONAGEM. Devido ao elevado custo da reagdo de
sequenciamento, a mesma NAO DEVERA ser utilizada com a finalidade tnica
de confirmacao da presenca do inserto no plasmideo. Para isto, o usuario devera
escolher outra técnica com melhor custo/beneficio. O usuario que for sequenciar
produto de clonagem com o primer especifico para o inserto, devera certificar-se
de que 0 mesmo esta na amostra a ser sequenciada. Para isso, devera fazer um
PCR com o primer especifico para o inserto e enviar a Plataforma de
sequenciamento o arquivo contendo a figura do gel. Podera também digerir o
plasmideo com enzima de restricdo e enviar o arquivo contendo a figura do gel
para a Plataforma. Em ambos casos, o gel devera ter também o marcador de
pares de bases aplicado ao mesmo. Apos a confirmacao da presenca do inserto,
quantificar as amostras e, se necessario, diluir em agua para PCR para uma
concentracdo em torno de 200ng/ul (nessa concentracdo, enviar 4uL de amostra
a cada primer a ser utilizado). Amostras sem a confirmacdo da presenca do
inserto ndo serdo processadas. O plasmideo deve ser linearizado para ser feita
a reacao de sequenciamento.

c) As amostras deverao estar acondicionadas em tubos tipo eppendorff contendo
a identificacdo das mesmas e o transporte devera ser realizado a 4°C. O volume
minimo de amostra varia dependendo da concentracdo e da quantidade de
primers que serao utilizados por amostra.

- Amostras com quantificacdo entre 30ng/uL e 60 ng/uL: deve-se multiplicar o
namero de primers a ser utilizado por 6 para se obter o volume de amostra
necessario. Exemplo: amostra A utilizard primers F e R, assim 2x6=12uL da



amostra A devem ser enviados; amostra B utilizara 5 primers diversos, assim
5x6=30uL da amostra B devem ser enviados.

- Amostras com quantificacdo entre 60ng/uL e 100 ng/uL: deve-se multiplicar o
namero de primers a ser utilizado por 4 para se obter o volume de amostra
necessario. Exemplo: amostra A utilizar4 primers F e R, assim 2x4=8uL da
amostra A devem ser enviados; amostra B utilizara 5 primers diversos, assim
5x4=20uL da amostra B devem ser enviados.

-Amostras com quantificacao entre 100 e 200ng/uL: deve-se multiplicar o numero
de primers a ser utilizado por 2 para se obter o volume de amostra necessario.
Exemplo: amostra A utilizard primers F e R, assim 2x2=4uL da amostra A devem
ser enviados; amostra B utilizara 5 primers diversos, assim 5x2=10uL da amostra
B devem ser enviados.

- Amostras com concentracdo acima de 200ng/ul: devera ser diluida pelo usuério
em agua para PCR, para alcancar uma concentracao final em torno de 200ng/ul.
Considerar para o volume final o mesmo calculo do item anterior.

d) As amostras deverdo estar acompanhadas de sua quantificacdo e dos
primers necessarios ao sequenciamento. Para quantificacdo € recomendado o
uso de espectrofotdmetro. As aliquotas de primers devem estar na concentracéo
de 2 pMol/ul, em tubos tipo eppendorff, identificados e transportados a 4°C. O
volume de primer é de 2uL por fita sequenciada, sendo necessario o envio de
um volume final com sobra.

e) As amostras devem ser identificadas em numeral e os primers utilizando as
letras do alfabeto. O usuéario devera ter controle da identificacdo das suas
amostras.

f) Amostras que necessitarem de diluicdo, a mesma devera ser feita utilizando
AGUA para PCR. N&o deve ser utilizado TE.

2.3.3. PARA ANALISE DE FRAGMENTOS (retirado de VDP.18.013_
IT_Preparacao e Injecao de amostras Analise Fragmentos)

Preparar as amostras para a reacdo de analise de fragmentos seguindo os
passos abaixo:

a) Adquirir os primers marcados com fluorescéncia (FAM, VIC, NED ou PET) e
o marcador de pares de bases (marcado com o LIZ), de acordo com as
especificacdes dadas pela Plataforma de Sequenciamento de DNA,

b) Adquirir junto a Plataforma de Sequenciamento de DNA a formamida
necessaria para preparacao/injecdo das amostras;

c) Agendar com a equipe da Plataforma de Sequenciamento de DNA o dia e
horario para a entrega das amostras;



d) Realizar a reacdo de PCR em seu laboratorio, assegurando que 0 mesmo
tenha banda Unica e boa eficiéncia;

OBS: apresentar imagem do gel a equipe da plataforma durante a padronizacao.
e) Diluir a amostra com 4gua para PCR na concentracdo padronizada;

OBS: Para a padronizagéao, fazer uma diluicdo seriada do produto amplificado
(1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64) de acordo com a figura abaixo.

1 2
All:2 1:2
B 14 1:4
dls 1:8
pl:16 |1:16
E[1:32 |1:32
F|1:64 |1:64
(d Inteiro | Inteiro
HForm+ |Form+
LIZ LIZ

f) Colocar em cada poco da placa 1,5 pl da amostra diluida, 0,5 pl do marcador
de pares de bases (LIZ) e completar o volume para 10 pl com formamida.

OBS: caso deseje, 0 usuario podera desnaturar as amostras em seu laboratorio,
colocando as mesmas a 95°C, 3 minutos e em seguida no freezer por 2 minutos.
g) Proteger a placa com as amostras da luz, envolvendo-a em papel aluminio e
entrega-la imediatamente no setor.

OBS: na impossibilidade da entrega imediata, manter a placa com as amostras
a 4°C, protegida da luz, por no maximo 24 horas.



Anexo 001 — Desenho da Placa
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2.3.4. PARA OUTROS SERVICOS (PLACAS PRONTAS)

a) Os usuarios que desejarem, poderdo encaminhar as placas contendo as
reagOes prontas e devidamente purificadas e secas.

b) O transporte da placa devera ser realizado protegido da luz.

OBS: Qualquer outra questdo ndo abordada neste documento, devera ser
solucionada com o responsavel pela Plataforma.

2.4. Entrega/ envio de materiais

2.4.1 O horéario de funcionamento da RPT é das 8:00 as 12:00 e de 13:00 as
17:00hs

2.4.2 ApOs agendamento, a entrega/envio do material pelo responsavel, os
materiais devem ser encaminhados para o seguinte endereco:

Instituto Gongalo Moniz, FIOCRUZ-Bahia

Rua Waldemar Falcédo, 121, Candeal. CEP: 40296-710. Salvador-Bahia

Sala das Plataformas Tecnolégicas

Pavilhdo Central, Térreo, sala 54, Tel.: (55-71) 3176-2441

2.5. Entrega de resultados

2.5.1. A plataforma tera um prazo de 5 a 7 dias uteis para fazer todo o
processamento das amostras. Esse prazo podera sofrer alteracdo a depender
da demanda ou de alguma condicdo que ndo possa ser controlada pela
Plataforma;

2.5.2. Os resultados obtidos serdo disponibilizados através do Sistema da RPT

(http://plataformas.fiocruz.br) ou na rede do Instituto Gong¢alo Moniz, num prazo

de até 48 horas apods o processamento das amostras. Os resultados estarédo
identificados da seguinte forma:
- ldentificacdo do poc¢o na placa_identificacdo da amostra + primer_nome da
placa (que é a data e 0 nome). extensao do arquivo

Ex.: BO5_17.F 20180328.PLACA1.MISC.abl
(Poco BO5, amostra 17 com primer F, na placa 20180328.PLACA1.MISC,
extensao abl)



2.5.3. Todos os dados gerados deverao ser armazenados pelo usuario, ficando
sob sua responsabilidade.

2.5.4. Apos a disponibilizacdo dos resultados, o usuario tem o prazo de 5 dias
Uteis para a retirada das suas amostras, caso contrario, as mesmas serao

descartadas.

2.5.5. Os dados serdo armazenados por 90 dias e ficardo a disposi¢cdo dos
usuarios por esse periodo. A plataforma NAO se responsabiliza por backups
fora desse periodo.

2.5.6. A equipe de plataformas mantém o sigilo e confidencialidade sobre as
informacdes dos usuarios, amostras e dados resultantes dos servi¢os prestados.

3 — CLAUSULA DE RESERVA

A Fiocruz, por meio da Vice-presidéncia de Pesquisa e Colec¢des Biologicas
tratara das questbes ndo previstas neste Termo, as quais devem ser
encaminhadas para a coordenacdo da Rede pelo e-mail:
plataformas@fiocruz.br.

Declaro que li aceito as condi¢des anteriormente apresentadas.



